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d.sease virus and parainfluenza virus type 3. Tne plasmids include one or more genes per valency, and Ld g^nef^ 
group which consists of gB and gD for bovine herpes virus, F and G for bovine respirator; syncytia viru E^C + eT^SS eTI E2 
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FORMULE- DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE NOTAMMENT CONTRE IA 
PATHOLOGIE RESPIRATOIRE DES BOVINS 

La presence invention a trait a une formule de vaccin 
permec-anc la vaccination des bovins notamment centre la 
pachologie respiratoire. Elle a egalement trait a une methode 
de vaccination correspondante . 

Tous les bovins sont porteurs de virus et de bacteries 
potentiellement pathogenes a des degres tres variables. 

Les virus peuvent se multiplier quand 1'immunite 
specifique est af faiblie et quand il y a des lesions des voies 
respiratoires. lis sont ensuite excretes par 1' animal et 
peuvent alors contaminer d'autres anitnaux. 

Parmi les virus que 1 ■ on rencontre, on peut citer 
notamment le virus parainfluenza de type 3 (Pl-3), de 
pathogenecite propre moderee, le virus respiratoire syncitial 
bovin (RSVJ et 1' herpes virus bovin (BHV) encore appele virus 
de la rinotracheite infectieuse bovine (IBR) , de pathogenicity 
propres elevees . 

Un autre virus particulierement important pour son r61e 
immunodepresseur et ses ef fets nefastes sur la reproduction est 
le virus de la maladie des muqueuses ou pestivirus . bovin 
(BVDV) . 

Ces' virus se traduisent en general par une phase primaire 
d' hyper thermie, de . syndrome grippal et de troubles 
respiratoires, avec des troubles digestifs (diarrhees) dans le 
cas de BVD. Cette phase peut s ' accompagner d'une phase 
secondaire avec apparition de bronchopneumonies liees a des 
infections bacteriennes , en particulier Pasteurella, pouvant 
entrainer la mort. Ce phenomene est exacerbe en particulier par 
l'immunodepression consecutive a 1' infection par BVD ou par 
1' infection des macrophages par PI-3 . D'autres symptdmes encore 
peuvent apparaitre, comme des avortements avec BVD et BHV. 

II parait done necessaire de tenter de mettre au point une 
prevention efficace contre les principaux virus intervenant 
dans la pathologie respiratoire des bovins. 

On a deja propose par le passe des associations de vaccins 
contre certains virus responsables de la pathologie 
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r^spiratoire- des bovins. 

Les associations developpees jusqu'a present etaient 
reaiisees a partir d e vaccins inactive* ou de vaccins vivants 
ec eventuellement de melanges de eels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compatibility entre valences et de ' 
stabilite. II faut en effet assurer a la fois la compatibility 
entre les differentes valences de vaccin, que ce soit au plan 
des differents antigenes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas oil 1 < on combine a la fois 
des vaccins inactives et des vaccins vivants. II S e pose 
egalement le probleme de la conservation de tels vaccins 
combines et aussi de leur innocuite notamment en presence 
d' adjuvant. Ces vaccins sont en general assez couteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183 wo-A 
94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique 
recemment developpee des vaccins polynucleotidiques. On sait 
que ces vaccins utilisent un plasmide apte a exprimer dans les 
cellules de l-hflte 1 ' antigene insere dans le plasmide. Toutes 
les voies d- administration ont ete proposees ( intraperitoneal 
mtraveineuse, intramusculaire, transcutanee. intradermique 
mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent 
egalement etre utilises, tels que ADN depose a la surface de 
particules d'or et projete de facon a penetrer dans la peau de 
l'animal (Tang et al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 
injecteurs par jet liquide pennettant de transferer a la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furth et al . , Analytical Biochemistry, 205, 365-368 
1992). 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques. 

G. J.M. COX a deja propose la vaccination polynucleotidique 
centre 1 'herpes virus bovin de type 1 dans J. of Virology, 
Volume 67, n° 9, septembre 1993, 5664-5667. Les auteurs ont 
notamment decrit des plasmides integrant les genes gl (gB ) , 
gill (gC) et gIV (gD) . 

Dans Vaccine, Volume 13, n° 4, 415-421, 1995, J.E. CROWE 
presente une revue generale sur les differentes methodes de 
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vaccination centre le virus respiratoire syncitial et centre le 
virus parainfluenza de type 3. Cette revue reprend 1 < ensemble 
des possibility offertes par les techniques -actuelles de 
vaccination et suggere s implement que la technology de 
1' immunisation polynucleotidique pourrait etre utile dans la 
strategie d ' immunisation contre RSV et Pl-3 Aucune 
construction de plasmide ni resultat de vaccination des bovins 
contre ces virus n'est deer it dans ce document. 

L ' invention se propose done de fournir une formule de 
vaccin multivalent permettant d' assurer une vaccination contre 
un certain nornbre de virus pathogenes intervenant notamment 
dans la pathologie respiratoire des bovins et ainsi assurer une 
vaccination efficace contre cette pathologie. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin associant differentes valences tout en 
presentant tous les criteres requis de compatibilite et de 
stabilite des valences entre elles. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1 ' invention est de fournir un tel 
vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu couteuse. 

Un autre objectif encore de 1' invention est de fournir une 
telle formule de vaccin et une m^thode de vaccination des 
bovins qui permettent d'obtenir une protection multivalente 
avec un niveau elev£ d'efficacite et de longue duree, ainsi 
qu'une bonne innocuite et une absence de residus. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin notamment contre la pathologie respiratoire des bovins, 
comprenant au moins trois valences de vaccin polynucleotidique 
comprenant chacune un plasmide integrant, de maniere a 
l'exprimer in . vivo dans les cellules hates, un gene d'une 
valence de pathogene respiratoire bovin, ces valences etant 
choisies parmi le groupe consistant en virus herpes bovin, 
virus respiratoire syncitial bovin, virus de la maladie des 
muqueuses et virus parainfluenza de type 3, les plasmides 
comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus 
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herpes bovin, *F et G nony i ~ 

. . P Ur le Vlrus ^espiracoire syncitial 

covin, E2, C t El t E2 n ^ m 

E2 eC E1 + P° ur le virus de la maladie 
des reuses, HN et F pour le virus parainfluenza de type 3 

Par valence, dans la presence invention, on entend au 
moms un antigene assurant une protection contre le virus du 
pachogene considers, la valence pouvanc contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs genes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathogene considere. 

Par gene d' agent pathogene. on entend non seulement le 
gene complet. mais aussi les sequences nucleotidiques 
difrerentes, y compris fragments, conservant la capacite a 
induire une reponse proceccrice. La notion de gene recouvre les 
sequences nucleotidiques equivalences a celles decrites 
precisement dans les exemples, c'est-a-dire les sequences 
differences mais codant pour la meme proteine. Elle recouvre 
aussi les sequences nucleotidiques d'autres souches du 
pachogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specifique de souche ou de groupe de souche Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont ete 
modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1' animal hote 
mais codant pour la meme proteine. . 

' De preference, la formule de vaccin selon 1' invention 
comprend les quatre valences. 

En ce qui concerne la valence BHV , on prefere mettre en 
oeuvre les deux genes codant pour gB et gD. dans des plasmides 
deferents ou dans un seul et meme plasmide. Eventuellement, 
mais d'une facon moins preferee, on peut utiliser l«un ou 
1 ' autre de ces genes . 

Pour la valence RSV, on utilise de preference les deux 
genes G et F integres dans deux plasmides dif ferents ou dans un 
seul ec meme plasmide. Eventuellement, mais de facon moins 
preferee, on peut utiliser le gene F seul. 

Pour la valence 3VD, on preferera utiliser un plasmide 
integrant le gene E2 . Eventuellement, mais de facon moins 
preferee, on peut utiliser un plasmide codant pour El et E2 
ensemble ou pour 1' ensemble constitue par C, El et E2 . 

Pour la valence Pi-3, on prefere utiliser 1' ensemble des 
deux genes HN et F dans deux plasmides differents ou dans un 
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seal ec meme plasmide. On peut aussi utiliser uniquement le 

gene HN. 

Une formule de vaccin preferee selon 1" invention comprend 
ec assure 1' expression des genes gB et gD de BHV, G et F de 
RSV. E2 de BVD ec HN et F de PI-3 . 

La formule de vaccin selon 1 - invention pourra se presenter 
sous un volume de dose compris entre 0,1 et 10 ml et en 
particulier entre 1 et 5 ml. 

La dose sera generalement comprise entre 10 ng et 1 mg, de 
preference entre 100 ng et 500 fig et plus pref erentiellement 
encore entre 1 ug et 250 ug par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 
l'eau physiologique (NaCI 0,9 %). de 1'eau ultrapure, du tampon 
TE, etc. On peut bien entendu utiliser toutes les formes de 
vaccin polynucleotidique decrites dans l'art anterieur. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte a assurer 
1' expression du gene insere sous sa dependance dans les 
cellules notes. II s'agira en general d'un promoteur eucaryote 
fort et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cochon. 
cobaye . 

De maniere plus generale, le promoteur pourra etre soit 
d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme promoteur 
viral autre que CMV-ie, on peut citer le promoteur precoce ou 
tardif du virus SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de 
Rous. XI peut aussi s'agir d'un promoteur du virus dont 
provient le gene, par exemple le promoteur propre au gene. 

Comme promoteur cellulaire. on peut citer le promoteur 
d'un gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de 
la desmine (Bolmont et al . , Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology, 1990. 22, 117-122 ; et ZHENLIN et al . , Gene, 
1989, 78, 243-254). ou encore le promoteur de l'actine. 

Lorsque plusieurs genes sont presents dans le meme 
Plasmide, ceuxi-ci peuvent etre presentes dans la meme unite de 
transcription ou dans deux unites dif f erentes . 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
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invention peu't etre .ef fectuee, de preference. par de 
plasm.des polynucleotides exprimanc le ou la- ^ ' 

de cnaque valence. • mais on peut egalement prevoir de f Z e 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 

plasmide . 

L ' invention a encore pour objet des formula de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de 1^ des virus choisis pmxi ^ 
consistant en BRSV. BVD et PI-3, las genes etant ceux decrits 
Plus haut. En dehors de leur caractere monovalent, ces formulas 
peuvent reprendre las caracteristiques enoncees plus haut en ce 
quo. concerne la choix des genes. l eurs combinaisons la 
composition des plasmides, las volumes da dose, las doses 'ate 

Les formulas de vaccin monovalent pauvent etre utilisees 
U> Pour la preparation d'une formule de vaccin polyvalent tal 
que decrit plus haut, (ii) k titr6 individuel contre la 
pathologie propre, (iii) associees a un vaccin d'un autre type 
(entiervivant ou inactive, recombinant, sous-unite, 
autre pathologie, ou (iv) comma rappel d'un vaccin comme decrit 
ci-apres. 

La presence invention a an . ef f et encore pour objet 
1 utilisation d'un ou da plusieurs plasmides salon 1'invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vaccinar les covins 
pnmo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique du type 
de ceux de 1 - art anterieur choisi notamment dans le groupe 
constant en vaccin antier vivant. vaccin antier inactive 
vaccin da sous-unite, vaccin recombinant, ca premier vaccin 
presentant, c'ast-a-dire contenanc ou pouvant exprimar. le ou 
les antigenes coda(s) par la ou les plasmides ou antigane(s) 
assurant une protection croisee. 

De maniere remarquable, la vaccin polynucleotide a un 
ef f at de rappel puissant se traduisant par une amplification de 

ia reponse immunitaire et 1 ' in^fflnran a, - : , 

et x mstauration d'une unmunite de 

longue duree. 

De maniara generale, les vaccins da primo-vaccination 
pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins veterinaires 

L ' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
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regroupant un vaccin de primo-vaccination tel que decrit ci 
dessus et une formule de vaccin selon 1' invention pour u 
rappel. Elle a aussi trait a une formule de ■ vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notice indiquant 1- usage de cette 
formule comme rappel d'une primo-vaccination telle que decrite 
ci-avant . 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des covins centre la pathologie respiratoire, 
comprenant 1 ' administration de la formule de vaccin efficace 
telle que decrit plus haut. Cette methode de vaccination 
comprend 1 • administration d'une ou de plusieurs doses de 
formule de vaccin, ces doses pouvant etre administrees 
successivement dans un court laps de temps et/ou successivement 
a des moments eloignes 1 ' un da i' autre. 

Les formules de vaccin selon 1' invention pourront etre 
administrees, dans le cadre de cette methode de vaccination, 
par les differentes voies d ■ administration proposees dans 1'art 
anterieur. pour la vaccination polynucleotidique et au moyen des 
techniques d' administration connues. 

L 1 invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une primo-vaccination telle que decrite ci- 
dessus et un rappel avec une formule de vaccin selon 
1 ' invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du procede seicn 
. 1' invention, on administre dans un premier temps, a 1' animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment 
inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous-unite de facon a assurer une primo-vaccination, et, de 
preference dans un delai de 2 a 6 semaines, on assure 
1' administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1 ' invention. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation des 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'eile ressort de cecte description. 

L' invention va etre maintenant decrite plus en details A 
l'aide de modes de realisation de L ' invent ion oris en reference 
aux dessins annexes. 
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Plasmide pAB060 




Figure N° 10 


: Plasmide pAB071 




Figure N° 1 1 


: Plasmide pAB072 




Liste des sequences SEQ ID N° 




SEQ ID N° 1 


Sequence du gene BHV-1 gB (souche ST) 


15 


SEQ ID N° 2 


Oligonucleotide PB234 
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Oligonucleotide AB027 
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Oligonucleotide AB028 
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Oligonucleotide AB029 




SEQ ID N°10 
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: Ologonucieotide AB1 14 
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: Oligonucleotide AB1 1 5 
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: Oligonucleotide AB1 16 
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Oligonucleotide AB1 1 7 
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Oligonucleotide AB130 
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SEQ ID N°17 


Oligonucleotide AB131 




SEQ ID N°18 


Oligonucleotide AB132 




SEQ ID N°19 


Oligonucleotide AB133 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture cles virus 

Les virus son: cultives sur le systeme cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie, sont inoculees avec la souche virale etudiee en utilisant 
une multiplicite defection de 1. Les cellules infect<§es sont alors incubees a 
0 37°C pendant le temps necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique 
compiet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Extraction des ADNs genomiques viraux 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoltees et la totalite de 
5 la suspension virale est centrifuges a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C 
pour eliminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentred est traitde par la proteinase K (100 //g/ml final) en 
O presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37 °C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis pnlcipite avec 2 volumes d'6thanol absolu. Apres une nuit a - 20°C, I'ADN 
est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'ADN est 
seche\ puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors 
5 etre diger6 par des enzymes de restriction. 

Exemple 3 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont et6 purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
0 utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 
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Exemple 4 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook et al. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2"" Edition. Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 
"Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 

Exemple 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthases 
de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
devant etre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et ('amplification en chalne par polymerase (PCR) ont ete" 

15 effectuees selon les techniques standards (J. Sambrook et al. Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2* Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
Spring Harbor. New York. 1989). Chaque reaction de RT-PCR a ete faite avec 
un couple d'amplimers specifiques et en prenant comma matrice I'ARN 
genomique viral extrait. L'ADN complementaire ampiifie a ete extrait au 

20 phenol/chloroforma/alcool isoamylique (25:24:1) avant d'etre digere par les 
enzymes de restriction. 

Exemple 6 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a ete obtenu aupres de Vical Inc. San 
25 Diego, CA, USA. Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka et al. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 

Exemple 7 : Construction du plasmide pPB156 (gene BHV-1 gB) 

L'ADN genomique de I'herpesvirus bovin BHV-1 (Souche ST) (Leung-Tack P. et 
30 al. Virology. 1994. 199. 409-421) a ete prepare selon la technique decrite dans 
I'exemple 2 a ete digere par BamH\. Apres purification, le fragment BamHI- 
BamHI de 1 8 kpb a ete clone dans le vecteur pBR322 prealabiement digere par 
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BamHI, pour donner ie plasmide plBR-4-BamHI (22 kpb). 

Le plasmide P IBR-4-BamHI a M ensuite digere par San pour liberer un fragment 
Sall-Sall de 6,6 kpb contenant te gene codant pour ia glycoprotein gB du BHV- 
1 (Figure N° 2 et SEQ ID N° 1). Ce fragment a M clone dans le vecteur 
5 pBR322. prdalablement digerd par SaA, pour donner le plasmide p!BR-6,6-Sall 
(10,9 kpb). 

Le plasmide plBR-6,6-Sall a ete digere par/Wei et BglU pour liberer un fragment 
Nhel-Bglll de 2676 pb contenant le gene codant pour ia glycoprotejne gB de 
f 'herpesvirus bovin (BHV-1) (fragment A). 
10 Une reaction de PCR a M realist avec I'ADN genomique de ('herpesvirus . 
bovin (BHV-1) (Souche ST) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB234 (30 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'TTGTCGACATGGCCGCTCGCGGCGGTGCTG 3' 
PB235 (21 mer} (SEQ ID N° 3) 

15 5'GCAGGGCAGCGGCTAGCGCGG 3' 

pour isoler fa partie 5' du gene codant pour la glycoproteins gB du BHV-1. 

Apres purification, le produit de PCR de 153 pb a eta" dige>6 par SaA et Nhe\ 

pour isoler ur> fragment Sall-Nhel de 145 pb (fragment Bh 

Les fragments A et B ont 6t* ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
20 (exempie 6), prealablement digere avec SaA et BamH\. pour donner le plasmide 

PPB156 (7691 pb) (RguraN 0 3). 

Exempte 8 : Construction du plasmide pAB087 (gene BHV-1 gD) 
Une reaction de PCR a 6x6 rdaiisee avec I'ADN genomique de I'herpesvirus 
25 bovin (BHV-1) (Souche ST) (P. Leung-Tack at at. Virology. 1994. 199. 409* 
421), prepare selon la technique dicrite dans I'exemple 2 et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB162 (31 mer) (SEQ ID N° 4) 

5'AAACTGCAGATGCAAGGGCCGACATTGGCCG 3' 
30 AB163 (27 mer) (SEQ 10 N° 5) 

5 ' ATCTTGT AC C AT A TG A C CGTG G C GTTG 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene codant pour ia glycoproteine gD de 
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['herpesvirus bovin (BHV-1) (N° d'acces sequence GenBank = L26360) sous 
la forme d'un fragment PCR de 338 pb. Apres purification, ce fragment a ete 
digere par Pst\ et Nde\ pour isoler un fragment Pstl-Ndei de 31 7 pb (fragment 



A) 



5 Le plasmide pBHVOO! (P. Leung-Tack et aL Virology. 1994. 199. 409-421.) a 
ete digere par Nde\ et Sty\ pour liberer un fragment de 942 pb contenant la 
partie 3' du gene codant pour la glycoproteine gD du BHV-1 (fragment B). 
Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 6), prealablement digere avec Pst\ et Xba\. pour donner le plasmide 
10 pAB087 (6134 pb) (Figure N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pAB011 (gene BRSV F) 
Une reaction de RT-PCR seion la technique decrite dans I'exemple 5 a ete 
realisee avec TARN genomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV)* 
1 5 (Souche 391-2) (R. Lerch et aL Virology. 1 991 . 1 81 . 1 1 8- 1 31 ), prepare comma 
indique dans I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB026 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'AAAACTGCAGGGATGGCGGCAACAGCCATGAGG 3' 
AB027 (31 mer) (SEQ ID N° 7) 

20 5'CGCGGATCCTCATTTACTAAAGGAAAGATTG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine de fusion F (BRSV F) sous la 
forme d'un fragment PCR de 1734 pb. Apres purification, ce fragment a ete 
digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1717 pb. Ce 
fragment a et<§ ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 

25 digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pABOl 1 (6587 pb) (Figure 
N° 5). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB012 (gene BRSV G) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete 
30 realisee avec TARN genomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV) 
(Souche 391-2) (R. Lerch et al. J. Virology. 1990. 64. 5559-5569) et avec les 
oligonucleotides suivants: 
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AB028 (32 mer) (SEQ ID N° 8) 

5'AAAACTGCAGATGTCCAACCATACCCATCATC 3' 
AB029 (35 mer) (SEQ ID N° 9) 

5'CGCGGATCCCTAGATCTGTGTAGTTGATTGATTTG 3' 

pour isoler le gene codant pour ia proteine G (BRSV G) sous la forme d'un 
fragment PCR de 780 pb. Apres purification, ce fragment a ete digere par Pst\ 
et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de-763 pb. Ce fragment a ete 
ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement digere avec Psti 
et BamH\, pour donner le plasmide pAB012 (5634 pb) (Figure N° 6). 
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Exemple 1 1 : Construction du plasmide pAB058 (gene BVDV C) 
Une reaction RT-PCR selon la technique d^crite dans I'exemple 5 a ete realisee 
avec I'ARN genomique du virus de ia diarrhee virale bovine (BVDV) (Souche 
Osloss) (L. De Moerlooze et aL J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438), prepare* 
15 selon la technique decrite dans I'exemple 3 et avec les oligonucleotides 
suivants: 

AB1 10 (35 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'AAAACTGCAGATGTCCGACACAAAAGCAGAAGGGG 3' 
AB1 1 1 (47 mer) (SEQ ID N° 11) 

20 5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCATTCCCACTGCGACTTGAAACAAAAC 3' 
pour amplifier un fragment de 342 pb contenant te gene codant pour la proteine 
de capside C du virus BVDV. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete" 
digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 324 pb. 
Ce fragment a ete" ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 

25 digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB058 (5183 pb) (Figure 
N° 7). 



Exemple 12 : Construction du plasmide pAB059 ("gene" BVDV E1) 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete realisee 
30 avec I'ARN genomique du virus de la diarrhee virale bovine (BVDV) (Souche 
Osloss) (L. De Moerlooze era/. J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438) et avec 
les oligonucleotides suivants: 
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AB1 14 (32 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'ACGCGTCGACATGAAGAAACTAGAGAAAGCCC 3' 
AB1 1 5 (33 mer) (SEQ ID N° 13) 

5'CGCGGATCCTCAGCCGGGTTTGCAAACTGGGAG 3' 
5 pour isoler la sequence codant pour .la proteine E1 du virus BVDV sous la forme 
d'un fragment PCR de 1 381 pb. Apres purification, ce fragment a ete digere par 
Sa/l et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1367 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR101 2 (exemple 6), prealablement 
digere avec Sa/l et 8amH\ t pour donner ie plasmide pAB059 (6236 pb) (Figure 
10 N° 8). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB060 ("gene* BVDV E2) 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a 6x6 realised 
avec I'ARN genomique du virus de la diarrhee virale bovine (BVDV) (Souchef 
15 Osloss) (L. De Moerlooze era/. J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438) et avec 
les oligonucleotides suivants: 
AB116 (36 mer) (SEQ ID N° 14) 

5'ACGCGTCGACATGACGACTACTGCATTCCTGGTATG 3' 
AB1 1 7 (33 mer) (SEQ ID N° 15) 

20 5'CGCGGATCCTCATTGACGTCCCGAGGTCATTTG 3' 

pour isoler la sequence codant pour la proteine E2 du virus BVDV sous la forme 
d'un fragment PCR de 1 252 pb. Apres purification, ce fragment a 6x6 digere par 
Sa/\ et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1238 pb. 
Ce fragment a 6x6 ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 

25 d\q6r6 avec Sa/1 et BamH\. pour donner le plasmide pAB060 (61 07 pb) (Figure 
N° 9). 

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB071 (gene BPIV HN) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete 
30 rdalisee avec I'ARN genomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (Pl3 = 
BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB130 (33 mer) (SEQ ID N° 16) 
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5TTTGTCGACATGGAATATTGGAAACACACAAAC 3' 
AB131 (33 mer) (SEQ ID N° 17) 

5'TTTGGATCCTTAGCTGCAGTTTTTCGGAACTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteins HN du BPIV (sequence du gene 
5 HN deposee par H. Shibuta en 1987. N° d'acces de la sequence sur GenBank 
= Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PCR de 1 737 pb. Apres purification, 
ce fragment a ete digere par Sa/\ et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI 
de 1 725 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR10l2 (exempie 6), 
prealablement digere avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB071 
10 (6593 pb) (Figure N° 10). 

Exempie 15 : Construction du plasmide pAB072 (gene BPIV F) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique d^crite dans I'exemple 5 a ete 

reaiisee avec TARN genomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (PI3 = 

1 5 BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB132 (30 mer) (SEQ ID N° 18) 
5'TTTGTCGACATGATCATCACAAACACAATC 3' 
AB133 (30 mer) (SEQ" ID N° 19) 
5'TTTGGATCCTCATTGTCTACTTGTTAGTAC 3' 

20 pour isoler le gene codant pour la proline F du BPIV (sequence du gene F 
deposee par H. Shibuta en 1987. N° d'acces de la sequence sur GenBank = 
Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PCR de 1 641 pb. Apres purification, ce 
fragment a 6t6 dige>6 par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
1629 pb. Ce fragment a ete" ligature* avec le vecteur pVR1012 (exempie 6), 

25 prealablement dige>6 avec Sa/I et SamHI, pour donner le plasmide pAB072 
(6497 pb) (Figure N° 11). 

Exempie 16 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
30 peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de I' art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
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alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et al. [Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
5 referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a I'echelle industrielle des 
plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/ml) compatibles avec 
1 0 le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau uitrapure, 
soit en tampon TE {Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 



Exemple 17 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires a la fabrication d'un vaccin associe sont 
15 melanges a partir de leurs solutions concentrees (exemple 16). Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque piasmide 
corresponde a la dose efficace de chaque piasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 
20 Des formulations particuiieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 



Exemple 18 : Vaccination des bovins 

Les bovins sont vaccines avec des doses de 100 /yg, 250 pg ou 500 fjq par 
piasmide. Les injections sont realises a I'aiguille par voie intramusculaire soit 
au niveau du muscle gluteus, soit au niveau des muscles du cou. Les doses 
vaccinales sont administrees sous des volumes compris entre 1 et 5 ml. 
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REVINDICATIONS 



1. Formuie de vaccin bovin centre la pathologie 
respiratoire des bovins , comprenant au moins trois valences de 
vaccin polynucieotidique comprenant chacune un plasmide 
integrant, de maniere a 1 ' exp rimer in vivo dans les cellules 
notes, un gene d'une valence de pathogene respiratoire bovin, 
ces valences etant choisies parmi le groupe consistant en virus 
herpes bovin, virus respiratoire syncitial bovin, virus de la 
maladie des muqueuses et virus parainfluenza de type 3, les 
plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le 
virus herpes bovin, F et G pour le virus respiratoire 
syncitial bovin, E2 , C + El + E2 et El + E2 pour le virus de 
la maladie des muqueuses, HN et F pour le virus parainfluenza 
de type 3 . 

2 . Formuie de vaccin selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce qu'il comporte les quatre valences de vaccin 
polynucieotidique. 

3. Formuie de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend les genes gB et gD du virus 
herpes bovin, dans le meme plasmide ou dans des plasmides 
differents . 

4. Formuie selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en 
ce qu'elle comprend les genes F et G du virus respiratoire 
syncitial bovin, dans le meme plasmide ou dans des plasmides 
differents. 

5. Formuie de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce que le plasmide pour le virus de la maladie 
des muqueuses comprend le gene E2 . 

6. Formuie de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce que, pour la valence virus parainfluenza de 
type 3, elle comprend le gene HN dans un plasmide ou 1' ensemble 
des genes codant pour HN et F dans le meme plasmide ou dans des 
plasmides differents. 

7. Formuie de vaccin selon 1* ensemble des revendications 
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8. Formule de vaccin cpinn ~ n 

in seion l une quelconque des 

revindications 1 a 7, caracterisee en ce qu'il comprend de 10 
ng a 1 mg, de preference de 100 ng a 500 ^ g plus 
orererenciellement encore de ! M a 250 ug de chaque olasmide 

9. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides Ce i s que 
decries dans 1 • une quelconque des revendicacions 1 a 8, pour la 
fabrication d'un vaccin destine a vacciner les bovins primo- 
vaccines au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive 
vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigene(s) code(s) par l e OU les 
plasmide(s) ou antigene (s) assurant une protection croisee. 

10. Kit de vaccination regroupant une formule de vaccin 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 et un vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccdn 
recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel. avec la formule de vaccin. 

11- Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, accompagnee d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee. 
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L90 CCCGCCGCGGGGCfiArrr^rr a^^^.^, 



64 




253 > ^YVaJ^yT^sa,^^ 
^^^ C jf CTCTCTCAAC ^ 



.820 
274> 



883 
295 




946 CAGGGCGCGCACCGCCAGCACACCAGGCTACTCGCCGGAGCGCTTCCAGCAC3ATCf*AfVW*Ti 

^7 ► ."^f GCGACA ^ CCACGTOCCTCCGC ^AAGGAGCC TC TCTCCCGGAACTrmGCG 
337 ► teuGlnAlaArgHisGlyHisGlyProAJ^ProGli^lyAlaGlyLeuAJL^ 

► ^ A »^f C ^^ GTAGCC ^ AC ^ TCC «AACCCCAAAAACG TCTC CTCCC TC CC 



1072 
35 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



WO 98/03200 

PCT/FR97/01325 

3/13 



FEUJLLE DE REPLACEMENT (REGIE 26) 



n*i§ PAGE BLANK (uspto) 



WO 98/03200 



PCT/FR97/01325 



4/ 13 



2 2 i 9 ACCC ACGGC AATATGGCC ATCATCCGACGGCTCGCCAACTTC-'-'-TY- • r r-v~~ 

2232 GGCCACGCGG-rcGGCACGGTGGTGCTGGGCGCCGCGGGTGCCGCGCTCTCGACCG-TC-^. 

2395 ATCGCCTCGTTTATTGCGAACCCGITCGGCGCGCTGGCCACGGGGCTCCTGGTGCTCGrrr^ 
799> V**!***^*****^^ 

2 t\l > C ^ T ? G , CCGCT ^ CCTGGCGTACCGG TACATTTCCCGCCTCCGCAGCAACCCCATGAAGGCG 

2 521 CTGTACCCGATCACCACGCGCGCGCTCAAGGACGACGCCCGGGGCGCAACCGCCCCCGGCGAr 

2534 GAAGAGGAGGAGTTTGACGCGGCCAAACTGGAGCAGGCCCGCGAGATGATCAAGTATATGTrr" 
862 > GluGauGluGiuPh.A^^^^^ 

2647 

883 ► ^Valifc^ValGluAxgGl^uHis^^ 



2773 CCGATGGCCGACGTCGGGGGGGCATGA 
925 ► ProKetAlaAspValGlyGlyAXa* • • 



EL, _ M * z ( 
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